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Varnost živil predstavlja osnovo kakovosti živil. Le varna živila in kakovostna živila so namreč 
lahko temelj zdrave prehrane in javnega zdravja. Tako pridelovalci kot tudi predelovalci in 
prodajalci izpolnjujejo zahteve živilske zakonodaje na nacionalni in evropski ravni, kar jih 
postavlja pred izziv stalne in natančne kontrole surovin in izdelkov ter posledičnega razvijanja 
in uporabe hitrejših, natančnejših, enostavnejših in cenejših analitskih metod, ki zagotavljajo 
sprotno spremljanje varnosti in kakovosti. Pomemben dejavnik slabšanja kakovosti živil so 
zdravju škodljive snovi, ki so lahko prisotne v svežih živilih, pokvarjenih živilih ali nastajajo 
med pripravo živil. Na tak način nastaja tudi akrilamid, organska spojina, ki predstavlja 
kemijsko tveganje v prehranski verigi.  Po mnenju številnih strokovnjakov je v velikih količinah 
toksičen za ljudi. Predhodne študije so pokazale, da se v toplotno obdelanih živilih tvori iz 
naravno prisotnega asparagina in reducirajočih sladkorjev. Rizična živila so predvsem pečen 
krompirček, kruh, krompirjev čips, kava in njeni nadomestki. 
 
Za določanje akrilamida v živilih strokovnjaki posvečajo vse več pozornosti novim metodam 
določanja z uporabo biosenzorjev. To so merilni instrumenti, ki združujejo biološki zaznavni 
material ali biološki receptor in pretvornik. V primerjavi s standardnimi metodami ne zahtevajo 
dolgotrajne priprave vzorca in drage opreme. Poleg tega izkazujejo še druge prednosti, kot so: 
majhnost, velika hitrost odziva, visoka občutljivost in selektivnost. To bi lahko vodilo v 
popolno zamenjavo standardnih metod za določanje akrilamida v živilih. Amperometrični 
biosenzorji so vrsta biosenzorjev, ki temeljijo na amperometriji. To je občutljiva in specifična 
elektrokemijska tehnika, pri kateri je signal, ki ga merimo, električni tok. Sprememba le-tega 
je sorazmerna vsebnosti specifičnega analita. Preproste amperometrične biosenzorje je mogoče 
kemijsko modificirati z nanosom filmov iz različnih materialov, nanodelcev, vezave molekul, 
itd. Nanodelci so lahko organski delci ali kovine s premerom v območju med 10-9 in 10-7 m. 
Imobilizacija hemoglobinskih nanodelcev na elektrodo omogoča hitrejšo vezavo akrilamida 
nanje, kar vodi v hitrejše gibanje elektronov med funkcionalnimi skupinami. Štirje železovi 
atomi v hemskih skupinah hemoglobina (Hb) so vzrok za njegovo elektroaktivnost (reverzibilna 
pretvorba Fe(II)/Fe(III)). Osnova takih biosenzorjev je nastanek Hb-akrilamid povezave. Ko se 
njena koncentracija na površini elektrode poveča, se električni tok skozi elektrodo zmanjša. To 
omogoča kvantitativno določanje akrilamida v vzorcu.  
 
V diplomskem delu je na kratko predstavljen akrilamid in metode za njegovo določanje v živilih 
s poudarkom na biosenzorjih. Opisana je zgradba in delovanje dveh akrilamidnih biosenzorjev 
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Akrilamid je monomer, znan tudi kot prop-2-enamid (Slika 1). Je reaktivna α, β-karbonilna 
nenasičena molekula (Matoso in sod., 2019). Njegova molska masa je 71,08 g/mol, molekulska 
formula pa C3H5NO (Pundir in sod., 2019). Je brez barve in vonja, dobro topen v vodi, etanolu, 
metanolu, dimetil etru in acetonu (Varmira in sod, 2018). Pri sobni temperaturi je stabilen, 
polimerizira pa, ko doseže tališče in ob izpostavitvi oksidacij ali UV svetlobi. Navadno se 
pridobiva s hidracijo akrilonitrila pri 90 ali 100 °C. V industriji se komercialno proizvaja že od 
leta 1950. Uporablja se za sintezo poliakrilamidov, ki so uporabni za poliakrilamidni 
elektroforezni gel, flokulacijsko sredstvo za prečiščevanje pitne vode in čiščenje odplak. Poleg 
tega se uporablja v papirni, lesni in tekstilni industriji, njegove ostanke pa najdemo v kozmetiki 
in cigaretah. Pred letom 2002 so ljudje akrilamidu večinoma bili izpostavljeni zaradi tobačnih 
izdelkov (Wilson in sod., 2009), danes pa ga največ zaužijemo z nekaterimi toplotno obdelanimi 
živili. 
 
Aprila leta 2002 so znanstveniki s Švedske nacionalne agencije prvič poročali o vrednostih 
akrilamida v pečenih in ocvrtih živilih (Mucci in Wilson, 2008). Skupni strokovni odbor 
FAO/WHO za aditive za živila (JECFA) je izpostavil pogostost akrilamida v živilih in njegove 
škodljive učinke na človeško zdravje ter nujnost po zmanjšanju njegovih koncentracij v živilih 
(Matoso in sod., 2019).  
 
Tudi eksperimentalne študije so pokazale potencialno kancerogenost, zato je s strani WHO in 
Mednarodne agencije za raziskovanje raka (IARC) označen kot kancerogen skupine 2a 
(verjetno kancerogen za ljudi) in ima poleg tega v velikih odmerkih negativen vpliv na 
nevrološki in reproduktivni sistem (Powers in sod., 2013). 
 
2.1 NASTAJANJE AKRILAMIDA 
 
Akrilamid nastaja med toplotno obdelavo skozi serijo reakcij, ki jih poznamo kot Maillardova 
reakcija oz. neencimsko porjavenje (Mucci in Wilson, 2008). Nastane med amino ostankom (-
NH2) aminokisline in karbonilno skupino (C=O) reducirajočega sladkorja (Matoso in sod., 
2019). Primarno reakcija poteka med aminokislino asparagin, medtem ko so glukoza, fruktoza, 
maltoza in laktoza glavni sladkorji, vključeni v nastanek akrilamida (Slika 2). Tvorba se začne 
pri temperaturi 120 °C, najhitrejša pa je med 160 in 180 °C in pri nizki vlažnosti (Mucci in 
Slika 1: Strukturna formula akrilamida (Thakur in Ragavan, 2013) 
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Wilson, 2008). Take pogoje najdemo med cvrtjem, pečenjem in praženjem, zato je nastajanje 
pri teh postopkih najpogostejše, običajno pa ne nastaja med kuhanjem in obdelavo z 
mikrovalovi. 
 
V vmesnih reakcijah nastajajo spojine, ki so odgovorne za značilno aromo in rjavo barvo živil 
(Matoso in sod., 2019). Intenziteta nastajanja akrilamida v živilih je odvisna od začetne 
koncentracije prekurzorjev, njihovega razmerja, temperature, trajanja toplotnega postopka, 
vodne aktivnosti in vrednosti pH (Oracz in sod., 2011). 
  
 
Slika 2: Kemijska reakcija med aminokislino asparaginom in glukozo, prikaz nastanka akrilamida med predelavo 
živil (Friedman, 2003; Pundir in sod., 2019) 
 
2.2 V KATERIH ŽIVILIH GA NAJDEMO? 
  
Akrilamid je pogosto prisoten v človeški prehrani in več kot ena tretjina dnevno zaužitih kalorij 
prihaja iz živil, ki vsebujejo akrilamid (Mucci in Wilson, 2008). Največje količine akrilamida 
se tvorijo med cvrtjem krompirja, praženjem kavnih in kakavovih zrn, peko kruha, mesa ter 
toplotno obdelavo kosmičev (Oracz in sod., 2011). V študiji Mucci in Wilson so bili glavni viri 
akrilamida prepečenec (28 %), izdelki iz ocvrtega krompirja (22 %) in kava (20 %) (Mucci in 
Wilson, 2008). 
 
Sveža hrana navadno ni vir akrilamida. Živila rastlinskega izvora po toplotni obdelavi pri 
visokih temperaturah vsebujejo veliko akrilamida, saj so naravno dober vir glukoze, fruktoze 
in asparagina. Vsebnost akrilamida v ocvrtem krompirčku je bila določena med 200-12000 
µg/kg, 30-1246 µg/kg v kosmičih za zajtrk in 170-351 µg/kg v kavi, 170-3700 µg/kg v čipsu, 
30-3200 µg/kg v piškotih ali krekerjih, manjše količine pa najdemo v čokoladi v prahu (15-90 
µg/kg), ribjih izdelkih (30-39 µg/kg), kuhanem krompirju (48 µg/kg) ter mesu in perutninskih 
izdelkih (30-64 µg/kg) (Friedman, 2003). 
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2.3 VNOS AKRILAMIDA 
 
Pri odraslih je bilo uživanje akrilamida ocenjeno na 0,3 do 0,6 µg/kg telesne mase. Otroci in 
mladostniki navadno zaužijejo večje količine, kar je posledica uživanja bolj kalorične hrane in 
živil z večjo vsebnostjo akrilamida (ocvrt krompirček in čips). V Združenih državah Amerike 
predstavljajo živila z akrilamidom 38 % dnevnega energijskega vnosa (Mucci in sod, 2008). 
Težava je tudi v tem, da otroci zaužijejo 2-3-krat več hrane na telesno maso v primerjavi z 
odraslimi (FAO/WHO, 2002). Skupni strokovni odbor FAO/WHO za aditive za živila je 
določila, da se odstotki hrane, ki prispevajo k dnevnemu kalorijskemu vnosu gibajo od 6-30 % 
za ocvrt krompirček, 6-46 % za čips, 13-39 % za kavo in 10-30 % za pekovske izdelke (Matoso 
in sod., 2019). V študiji Mucci in Wilson (2008) je bil vnos akrilamida pri moških večji kot pri 
ženskah. Manj kot 2 % populacije je s svojo dnevno prehrano zaužilo več kot 1 µg 
akrilamida/kg telesne mase/dan (Mucci in Wilson, 2008). Po priporočilih Organizacije 
Združenih narodov za prehrano in kmetijstvo in Svetovne zdravstvene organizacije, lahko 
ljudje zaužijemo 0,3-0,8 µg akrilamida/kg telesne mase/dan, količine, večje od tega pa so lahko 
škodljive (Varmira in sod., 2018). 
 
2.4 METODE ZA DOLOČANJE AKRILAMIDA 
 
Na srečanju Evropske agencije za varnost hrane (EFSA) so leta 2008 poudarili potrebo po 
točnem določanju akrilamida. Vedno več je informacij o mehanizmih toksičnosti ter o 
mutagenem in kancerogenem vplivu akrilamida na ljudi, zato nove metode poleg določanja 
prisotnosti akrilamida v živilih obsegajo tudi določitev koncentracije in škodljivosti ob 
pogostem uživanju živila. Metode za določanje morajo podati zanesljive podatke, biti praktične, 
hitre in cenovno dostopne. Za pridobitev točnih in ponovljivih rezultatov mora biti izbira in 
priprava vzorcev pred analizo izjemno natančna. Izbira primerne raziskovalne metodologije je 
odvisna od vrste živila ter lastnosti akrilamida. Njegova določitev v živilih je težavna zaradi 
nizke molekulske mase, visoke polarnosti, dobre topnosti v vodi (215,5 g/100 mL), visoke 
reaktivnosti in nizke hlapnosti (Oracz in sod., 2011). 
 
Kljub temu so se razvile mnoge detekcijske metode, izmed katerih so najbolj zastopane: plinska 
kromatografija z masno spektrometrijo, tandemska masna spektrometrija, tekočinska 
kromatografija s tandemsko masno spektrometrijo in ekstrakcija na trdni fazi s tekočinsko 
kromatografijo visoke ločljivosti. Poleg teh poznamo tudi plinsko kromatografijo v kombinaciji 
z detekcijo z zajemanjem elektronov, tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti z obrnjeno 
fazo in tekočinsko kromatografijo z elektrokemijsko detekcijo. Mnoge izmed teh metod so 
drage, kompleksne in dolgotrajne. Večina zahteva kompleksno pripravo vzorcev in visoko 
usposobljeno osebje (Oracz in sod., 2011). 
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Biosenzorje lahko definiramo kot kvantitativne ali semikvantitativne analitične instrumente. 
Pretvarjajo biološki odziv v električni signal, ki ga lahko obdelamo. Po navadi so sestavljeni iz 
dveh osnovnih, medsebojno povezanih sestavnih delov: biološki prepoznavni element 
(bioreceptor) in fizikalno-kemijski pretvornik. Pri specifičnih biokemijskih reakcijah nastajajo 
električni, termični ali optični signali, ki jih pretvornik spremeni v električni/digitalni signal. 
Pri razvijanju primernega biosenzorja je potrebno upoštevati naslednje zahteve: 
a) Selektivnost: naprava mora biti visoko selektivna za tarčni analit in ne sme reagirati z 
molekulami, ki imajo podobno kemijsko strukturo. 
b) Občutljivost: meriti mora v določenem območju koncentracije analita z uporabo čim manj 
dodatnih postopkov priprave vzorca. 
c) Linearnost: v območju koncentracije merjenega analita mora biti odziv instrumenta 
linearen.  
d) Ponovljivost: odziv naprave mora biti enak, kadar večkrat merimo vzorce z enako 
koncentracijo analita. 
e) Hiter odziv naprave in čas obnovitve: odziv biosenzorja mora biti dovolj hiter, da omogoča 
učinkovito spremljanje tarčnega analita v realnem času, čas obnovitve pa mora biti čim 
krajši. 
f) Stabilnost in čas uporabe: biološki sestavni deli so v določenih biokemijskih in okoljskih 
razmerah nestabilni, uporabljen biološki element mora biti imobiliziran tako, da se njihova 
aktivnost ohrani čim dlje, kar naredi napravo tržno zanimivo in praktično (Thakur in 
Ragavan, 2013).  
 
3.1 SESTAVA IN DELOVANJE BIOSENZORJEV 
 
Glavni sestavni del biosenzorja je biološki prepoznavni element (ali bioreceptor). To so lahko 
celice, bakteriofagi, proteini, encimi, protitelesa, nukleinske kisline itd. Pretvornik je lahko 
optični, termični, elektrokemijski, piezo-električni itd. S kombinirano uporabo različnih 
bioloških prepoznavnih elementov in pretvornikov dobimo različne vrste biosenzorjev s 
posameznimi prednostmi oz. slabostmi. Bioreceptorji specifično reagirajo s komponentami iz 
vzorca in tako določajo učinkovitost biosenzorja. Lahko jih razdelimo v tri skupine: (a) 
biokatalitični, ki vključujejo encime, celice, celične organele, tkiva; (b) bioafinitetni, ki 
vključujejo kemoreceptorje, protitelesa in nukleinske kisline ter (c) hibridne receptorje, ki 
vključujejo DNA in RNA sekvence (Lozano in sod., 2019). 
 
Pretvornik pretvarja biološko prepoznavo bioreceptorjev v merljiv in koncentraciji 
proporcionalen signal. Izbira pretvornika je odvisna od vrste signala, ki ga oddaja bioreceptor. 
Električni signal iz pretvornika je običajno šibek, z veliko standardno deviacijo, ki ga 
imenujemo šum. Analogni signal, ustvarjen z ojačevalcem, je pretvorjen v digitalni signal in 
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predan mikroprocesorju. Podatki se procesirajo, pretvorijo v enote koncentracije in podajo na 
prikazovalni napravi (Thakur in Ragavan, 2013). 
 
Biosenzorje lahko razdelimo glede na biološki prepoznavni element ali glede na vrsto 
uporabljenega pretvornika (Slika 3). Spremembe, ki spremljajo reakcijo, so lahko: sproščanje 
toplote v okolico ali absorpcija toplote (kalorimetrični biosenzorji), električne ali elektronske 
spremembe (elektrokemijski biosenzorji), spremembe oddajanja ali absorpcije svetlobe med 
reaktanti in produkti (optični biosenzorji), masa reaktantov ali produktov (piezo-električni 
biosenzorji). Elektrokemijski biosenzorji temeljijo na zaznavanju sprememb različnih 
električnih parametrov. Pretvorba je izvedena z amperometričnimi, potenciometričnimi ali 
konduktometričnimi metodami, odvisno od signala, ki nastane pri biokemijski reakciji. 
Amperometrični pretvornik meri tok, povzročen zaradi kemijske reakcije elektroaktivne snovi, 
kot odziv na določeno električno napetost. Selektivnost amperometričnih naprav določa redoks 
potencial elektroaktivnih snovi v vzorcu. Prvi tak biosenzor za določanje glukoze je ustvaril 
Leland Charles Clark Jr (Jafarizadeh-Malmiri H. in sod., 2019). Amperometrija temelji na 
merjenju toka, ki je posledica elektrokemijske oksidacije ali redukcije. Po navadi se izvaja z 
vzdrževanjem konstantne električne napetosti na Pt, Au ali C delovni elektrodi ali nizu elektrod 
glede na referenčno elektrodo (Thakur in Ragavan, 2013). Med elektrokemijske pretvornike 
sodijo tudi potenciometrični detektorji. Meritve izvajajo glede na razlike potenciala 
indikatorske in referenčne elektrode. Konduktometrični biosenzorji temeljijo na spremembi 
prevodnosti, ki spremlja biokemijske reakcije. Toplotni pretvorniki so majhni 
mikrokalorimetri, ki zaznavajo spremembe temperature (Lozano in sod., 2019). Optične 
senzorje poznamo tudi pod izrazom »optode« zaradi njihovih podobnosti z elektrodami. 
Temeljijo na optičnih lastnostih, kot so UV-VIS absorpcija, bio- in kemi-luminiscenca, 
odbojnost in fluorescenca. 
 
Poznamo tudi celo vrsto biosenzorjev, ki se razlikujejo glede na vrsto biološkega 
prepoznavnega elementa. Afinitetni biosenzorji uporabljajo protitelo, sekvenco DNA (aptamer) 
ali protein, imobiliziran na pretvornik. Imunosenzorji so afinitetni biosenzorji na osnovi 
ligandov, pri katerih je na pretvornik imobilizirano imunološko protitelo, ki specifično reagira 
z analitom v vzorcu. Temeljna osnova vseh imunosenzorjev je specifična molekularna 
prepoznava antigenov s protitelesi. Tvori se stabilni kompleks. Razdelimo jih lahko glede na 
uporabljen princip detekcije. Najpogostejši so elektrokemijski, optični in mikrogravimetrični 
imunosenzorji (Thakur in Ragavan, 2013). Mikrobni biosenzor je analitična naprava, ki 
kombinira različne mikroorganizme in pretvornike. Uporablja respiratorne in metabolične 
funkcije mikroorganizmov za detekcijo snovi, ki so lahko substrati ali inhibitorji procesov. 
Glavni predstavniki mikrobnih biosenzorjev so: amperometrični, potenciometrični in 
konduktometrični biosenzorji. Amperometrični mikrobni biosenzorji delujejo pri stalni 
električni napetosti glede na referenčno elektrodo in vključuje detekcijo toka, povzročenega 
zaradi oksidacije in redukcije na površini elektrode. Potenciometrični mikrobni biosenzorji so 
sestavljeni iz ion-selektivne elektrode ali plinske senzorske elektrode, prekrite z imobilizirano 
Pepelko S. Uporaba biosenzorjev za določanje akrilamida v živilih.  
 Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020 
 
7 
mikrobno plastjo. Poraba ali sproščanje analita med mikrobnim metabolizmom povzroča 
spremembo električne napetosti kot posledico akumulacije ali izčrpavanja ionov.  
 
Slika 3: Princip delovanja biosenzorjev (Pundir in sod., 2019) 
 
3.2  BIOSENZORJI ZA DETEKCIJO AKRILAMIDA 
 
Prvi poskus uporabe biosenzorjev za določanje akrilamida so opisali Ignatov in sod. (1997). 
Uporabili so amperometrični biosenzor, opremljen s kisikovo Clarkovo elektrodo. Merili so 
respiratorno aktivnost celic bakterije Brevibacterium sp., ki se spremeni ob prisotnosti 
akrilamida. Silva in sod. (2009) so izdelali potenciometrični biosenzor z uporabo iono-
selektivne elektrode. Kot detektor so uporabili celice Pseudomonas aeruginosa. Kleefisch in 
sod. (2004) so uporabili gravimetrični biosenzor z uporabo tetralaktama, na katerega se lahko 
veže akrilamid in s tem poveča maso in frekvenco resonančnih vibracij. Metode z uporabo na 
elektrodo imobiliziranega Hb so bile ene izmed prvih, uporabljenih za kvantifikacijo akrilamida 
v vodnih ekstraktih živil (Oracz in sod., 2011). Neposredno zaznavanje poškodovane DNA 
zaradi tvorbe povezave akrilamida in njegovih metabolitov z DNA poteka z uporabo 
elektrokemijskih biosenzorjev in UV-Vis spektrofotometrov. Določanje s pomočjo 
biosenzorjev ne zahteva zapletene priprave vzorca in velike porabe reagentov. Vključuje 
ekstrakcijo in odstranjevanje analizirane snovi s pomočjo vode in heksana ter purifikacijo 
ekstrakta s Carrez reagenti (Varmira in sod., 2018). Kot nove metode so bili predlagani imunski 
testi (Preston in sod., 2008), uporaba elektrod z različnimi materiali (Asnaashari in sod., 2019) 
in elektrokemijski biosenzorji. Med obstoječimi metodami so se elektrokemijski biosenzorji 
zaradi svoje enostavnosti, občutljivosti, selektivnosti, hitrega odziva, enostavne sestave in 
delovanja, nizke cene ter ponovljivosti in obnovljivosti izkazali kot odlična izbira za določanje 
akrilamida (Asnaashari in sod., 2019). Enostavno pripravljene elektrode z lahko obnovljivo 
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površino in dobro stabilnostjo se lahko uporabljajo kot nove metode določanja. Neposredna 
določitev akrilamida se lahko izvede s pomočjo modifikacije elektrode z materiali, ki so zanj 
specifično selektivni (Li in sod., 2020). Eden izmed takih snovi je Hb, ki ga sestavljajo štiri 
polipeptidne verige, ki obdajajo nebeljakovinski del molekule, imenovan hem. Ta je sestavljen 
iz štirih pirolovih obročev in železovih ionov, ki v procesu oksidacije in redukcije reverzibilno 
prehajajo iz oksidacijskega stanja Fe (III) v Fe (II). Akrilamid se s Hb poveže preko reakcije z 
α-amino skupino valina na njegovem N-terminalnem koncu. Povečanju koncentracije Hb-
akrilamid povezave na površini elektrode sledi zmanjšanje električnega toka skozi delovno 
elektrodo in ustrezno znižanje vrha voltamogramu (Batra in sod., 2013b). 
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4 PRIMERA AKRILAMIDNIH BIOSENZORJEV 
 
Batra in sod. (2013b) ter Yadav in sod. (2018) v svojih raziskavah opisujejo amperometrična 
biosenzorja za določanje akrilamida v živilih. Glavna podobnost med člankoma je uporaba Hb 
oz. Hb nanodelcev (HbND). Ideja za sestavo takega biosenzorja izhaja iz dejstva, da akrilamid 
tvori povezavo s Hb. Ob stiku modificirane elektrode z akrilamidom iz vzorca se na površini 
elektrode poveča koncentracija akrilamid-Hb povezave, posledica katere sta sprememba 
elektroaktivnosti Hb in zmanjšanje električnega toka, ki ga lahko izmerimo z metodami 
amperometrije in tako posredno določamo koncentracijo akrilamida v vzorcu. 
 
Batra in sod. (2013b) so pri svoji raziskavi uporabili trielektrodni biosenzor. Delovno elektrodo 
je predstavljala grafitna elektroda, modificirana s filmom polianilina (PANI), bakrovi nanodelci 
(CuND), večstenske ogljikove nanocevke (cMWCNT) in kovalentno imobilizirani Hb (v 
nadaljevanju Hb/cMWCNT/CuND/PANI/PG elektroda). 
  
Tudi Yadav in sod. (2018) so sestavili trielektrodni amperometrični biosenzor za določanje 
akrilamida. Za razliko od Batre in sod. (2013b) so Yadav in sod. (2018) kot delovno elektrodo 
uporabili zlato elektrodo, modificirano s Hb nanodelci (v nadaljevanju HbND/Au elektroda). 
Princip delovanja takega biosenzorja in določanja akrilamida je enak kot pri biosenzorju Batre 
in sod. (2013b). 
 
4.1 IZDELAVA ELEKTROD 
 
4.1.1 Imobilizacija Hb na cMWCNT/CuND/PANI/PG elektrodo 
 
Batra in sod. (2013b) so kot delovno elektrodo uporabili Hb/cMWCNT/CuND/PANI/PG, 
Ag/AgCl kot referenčno in Pt žico kot pomožno elektrodo. Najprej so na elektrodo nanesli 
anilin. Metoda nanosa je preprosta in omogoča natančno obvladovanje debeline nanešenega 
filma. Nato je sledil še nanos cMWCNT in CuND ter kovalentna imobilizacija Hb. Za 
imobilizacijo Hb so elektrodo  pri sobni temperaturi čez noč potopili v 2 mL raztopljenega Hb 
(1 mg/mL, 0,2 M natrijev acetatni pufer, pH 5,0). Pripravljeno cMWCNT/CuND/PANI/PG 
elektrodo so sprali z destilirano vodo in shranili v suhi petrijevki pri 4 °C. Elektroda 
cMWCNT/CuND s svojim mediatoskim delovanjem prenosa elektronov izboljšujejo odziv in 
občutljivost biosenzorja, cMWCNT/CuND/PANI pa predstavlja veliko in primerno površino 
za imobilizacijo Hb. 
 
Iz Slike 4A je razvidna gladka površina grafitne elektrode. cMWCNT/CuND/PANI/PG  
elektroda ima strukturo mreže (Slika 4 B). Film je enoten in porozen, zato je površina večja. 
Slika 4 C prikazuje površino modificirane elektrode Hb/cMWCNT/CuND/PANI/PG. Na njej 
vidimo globularno strukturo zaradi imobilizacije Hb. 
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Slika 4: Slike, pridobljene z vrstičnim elektronskim mikroskopom: grafitna elektroda (A), 
cMWCNT/CuND/PANI/PG elektroda (B) in Hb/cMWCNT/CuND/PANI/PG elektroda (C) (Batra in sod., 2013b) 
4.1.2 Imobilizacija HbND na Au elektrodo 
 
Pred imobilizacijo HbND so Yadav in sod. (2018) zlato žico temeljito sprali z raztopino 
koncentrirane H2SO4 in H2O2 (razmerje 3:1) ter s kremenčevo pasto. Au žico so nato v 
ultrazvočni kopeli sprali z destilirano vodo, nato pa za 12 ur pri temperaturi 4 °C potopili v 
2 mL suspenzije HbND (1 mg/mL, 0,2 M natrijev fosfatni pufer pri pH 7,0). Elektrodo, 
modificirano s HbND, so nato sprali z 0,1 M natrijevim fosfatnim pufrom (pH 7,0). Do uporabe 
so jo hranili pri 4 °C. Na ta način je prišlo do kovalentne imobilizacije HbND na Au elektrodo. 
Biosenzor je združeval HbND/Au elektrodo kot delovno,  Ag/AgCl kot referenčno in Pt žico 
kot pomožno elektrodo. Povezane so bile skozi poteciostat. Električni tok (v mA) je bil izmerjen 
pri različnih časih (v sekundah). 
 
4.2 MERITVE ODZIVA  
 
4.2.1 Meritve odziva Hb/cMWCNT/CuND/PANI/PG 
 
Tvorba povezave med akrilamidom in Hb je povezana s strukturno spremembo proteina, ki 
povzroči zmanjšanje električnega toka skozi elektrodo. Diferenčna pulzna voltametrija 
Hb/cMWCNT/CuND/PANI/PG elektrode je bila posneta med 0,075 in 0,275 V v 30 mL 0,2 M 
natrijevega acetatnega pufra (pH 5,5) z 100 µL 3,5 µM akrilamidom (Batra in sod., 2013b). 
Najvišji odziv (električni tok v mA) je bil zabeležen pri 0,194 V, kar je nekoliko nižje kot pri 
Yadav in sod. (2018). Tak odziv biosenzorja je bil zabeležen za koncentracije akrilamida v 
razponu od 5 nM do 75 mM.  
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4.2.2 Meritve odziva HbND/Au elektrode 
 
Ciklična voltametrija (CV) delovne elektrode je bila posneta v razponu med -0,750 in 0,500 V 
v 25 mL 0,2M natrijevem fosfatnem pufru (pH 6,0) z 0,1 mL 3,5 µM akrilamida z možnostjo 
merjenja 20 mVs-1 (Yadav in sod., 2018). V razponu med 0,1 do 100 nM je bil zabeležen 
maksimalni odziv (električni tok v mA) pri napetosti 0,26 V. V tem območju sta bila 
koncentracija akrilamida in odziv biosenzorja v obratno linearnem razmerju. Ob naraščanju 
koncentracije povezave med Hb in akrilamidom na površini elektrode je bil zaznan padec 
električnega toka skozi delovno Au elektrodo. Elektrokemijsko reakcijo med Hb in 
akrilamidom prikazuje Slika 5. Spodnji del Slike 5 prikazuje mehanizem tvorbe Hb-akrilamid 
povezave v toplotno obdelanih živilih. Pri tem pride do zmanjšanja toka, ki je obratno 
sorazmeren koncentraciji akrilamida. 
  
Slika 5: Elektrokemijske reakcije, vključene v delovanje biosenzorja s HbND za akrilamid (Yadav in sod., 2018) 
 
4.3 OPTIMIZACIJA BIOSENZORJEV 
 
4.3.1 Optimizacija biosenzorja Hb/cMWCNT/CuND/PANI/PG 
 
Biosenzor Batre in sod. (2013b) so optimizirali svoj akrilamidni biosenzor glede na vpliv pH-
ja, in temperature in ugotavljali odziv biosenzorja na različne koncentracije akrilamida. Najvišji 
električni tok so zabeležili pri vrednosti pH 5,5 (Slika 6), kar je nekoliko višje kot pri raziskavi 
Yadav in sod. (2018). Optimalna temperatura delovanja je bila 35 °C (Slika 7), pri višjih 
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temperaturah je odziv biosenzorja strmo padel zaradi denaturacije proteina. Med odzivom 
biosenzorja in koncentracijo akrilamida je bila hiperbolična povezava v razponu med 5 nM in 
100 mM (Slika 8). 
 
  
Slika 6: Vpliv pH-ja na odziv Hb/cMWCNT/CuND/PANI/PG elektrode (Batra in sod., 2013b) 
 
Slika 7: Vpliv temperature na odziv Hb/cMWCNT/CuND/PANI/PG elektrode (Batra in sod., 2013b) 
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Slika 8: Hiperbolična krivulja odziva Hb/cMWCNT/CuND/PANI/PG biosenzorja na različne koncentracije 
akrilamida (Batra in sod., 2013b) 
4.3.2 Optimizacija biosenzorja HbND/Au 
 
Yadav in sod. (2018) so ugotavljali vpliv vrednosti pH in koncentracije substrata (akrilamida) 
na odziv biosenzorja. pH optimum je bil določen s spreminjanjem vrednosti pH reakcijskega 
pufra med 4,0 in 8,0 z intervalom 0,5. Vpliv koncentracije akrilamida na odziv biosenzorja je 
bil merjen s spreminjanjem koncentracije akrilamida (v reakcijski mešanici) v razponu med 
0,05-100 nM. Optimalna vrednost pH za delovanje biosenzorja je bila 5,0 (Slika 9), kar je 
primerljivo z rezultati Biosenzor Batre in sod. (2013b). Med 0,1 in 100 nM akrilamida sta bila 
odziv biosenzorja in koncentracija akrilamida v obratnem sorazmerju (Slika 10).  
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Slika 10: Prikaz obratnega razmerja med koncentracijo akrilamida in odzivom HbND/Au biosenzorja (Yadav in 
sod., 2018) 
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4.4 KARAKTERISTIKE BIOSENZORJEV 
 
Opisana biosenzorja sta bila preverjena na podlagi različnih parametrov, kot so linearnost, meja 
detekcije, analitsko obnavljanje in natančnost. Meja detekcije je bila izračunana po formuli: 
MD = 3,3 × SD/k, kjer »SD« predstavlja standardno deviacijo odziva, »k« pa naklon umeritvene 
krivulje. Za določitev analitskega obnavljanja HbND biosenzorja (Yadav in sod., 2018) je bila 
vzorcu dodana znana količina akrilamida (5 mM in 10 mM). Vsebnost akrilamida je bila 
določena pred in po dodatku akrilamida. Natančnost biosenzorja so raziskali s preučevanjem 
koeficientov variacije znotraj in med vzorci krompirjevega čipsa na isti dan po enotedenskem 
hranjenju pri -20 °C. Biosenzorju s HbND/Au elektrodo so določili tudi stabilnost skladiščenja 
delovne elektrode. Testirali so jo tedensko 4 mesece skladiščenja pri 4 °C v suhih pogojih 




Pri Hb/cMWCNT/CuND/PANI/PG biosenzorju (Batra in sod., 2013b) je bila v razponu med 
5 nM in 75 mM odvisnost med logaritmom koncentracije akrilamida in električnim tokom v 
linearnem razmerju. 
 
Delovno območje biosenzorja Yadav in sod. (2018) je bilo od 0,05 do 100 nM. V območju med 
0,1 in 100 nM je bilo med tokom (nA) in koncentracijo akrilamida obratno linearno sorazmerje, 
kar je sicer bolje kot v predhodnem poročanju Batre in sod. (2013b) o 
Hb/cMWCNT/CuND/PANI/PG biosenzorju. Potrebno pa je opozoriti, da je v primerjavi z 
biosenzorjem, ki so ga razvili Batra in sod. (2013b), delovno območje HbND/Au precej ožje, 
saj omogoča analize le v območju nM koncentracij.  
 
4.4.2 Meja detekcije 
 
Meja detekcije HbND/Au biosenzorja je bila 0,1 nM (Yadav in sod., 2018), kar je nižje kot pri 
doslej uporabljenih biosenzorjih s HbND in pri Hb/cMWCNT/CuND/PANI/PG (meja detekcije 
0,2 nM) (Batra in sod., 2013b).  
 
4.4.3 Analitsko obnavljanje 
 
Analitsko obnavljanje biosenzorja HbND/Au (koncentracija dodanega akrilamida 5 mM in 10 
mM) je bilo 99 % in 98,2 %, kar prikazuje visoko zanesljivost biosenzorja (Yadav in sod., 
2018). Analitsko obnavljanje je bilo boljše kot pri prejšnjih biosenzorjih, vključno z 
Hb/cMWCNT/CuND/PANI/PG (med 95,40 % in 97,56 %) (Batra in sod., 2013b). 
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4.4.4 Ponovljivost in obnovljivost metode 
 
Ponovljivost in obnovljivost metod sta bili določeni s ponavljanjem analiz istega vzorca in 
različnih vzorcev hrane na isti dan in po enem tednu shranjevanja (Yadav in sod., 2018). 
Rezultati so bili zelo dobri, saj je bila obnovljivost metode med 3,85 % in 4,67 %, kar je lahko 
posledica uporabe HbND in njihove kovalentne imobilizacije na Au elektrodo. Podobno je bila 
pri Hb/cMWCNT/CuND/PANI/PG biosenzorju obnovljivost določitve akrilamida v 
krompirjevem čipsu na isti dan po enem tednu shranjevanja med 2,35 in 4,5 % (Batra in sod., 
2013b). 
 
4.4.5 Stabilnost shranjevanja HbND/Au elektrode 
 
Yadav in sod. (2018) so ugotavljali tudi stabilnost shranjevanja HbND/Au elektrode. Po 120 
dneh redne uporabe je elektroda izgubila le 10 % aktivnosti (Slika 11). Stabilnost shranjevanja 
biosenzorja je boljša kot pri predhodnih biosenzorjih, kar je verjetno posledica kovalentne 




Slika 11: Stabilnost  HbND/Au elektrode med skladiščenjem (Yadav in sod., 2018) 
 
4.5 UPORABA BIOSENZORJEV ZA DOLOČITEV AKRILAMIDA 
 
Batra in sod. (2013b) so za analizo pripravili vzorce krompirjevega čipsa različnih 
proizvajalcev. 4 g zmletega živila so dodali 100 mL destilirane vode in mešanico namakali 20 
min. Nato so suspenzijo mešali 1 uro pri 60 °C in centrifugirali 20 min pri 4500 rpm. Po dodatku 
heksana, čiščenju s Carrez I in Carrez II ter filtriranju so dobili vzorec za merjenje koncentracije 
akrilamida. Koncentracije akrilamida v vzorcih krompirjevega čipsa so predstavljene v 
Preglednici 1. 
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Preglednica 1: Vsebnost akrilamida v vzorcih krompirjevega čipsa, merjena z Hb/cMWCNT/CuND/PANI/PG 
biosenzorjem (Batra in sod., 2013b) 
Številka vzorca Koncentracija akrilamida (nM) 
1 80, 6 ± 0, 3 
2 72, 9 ± 0, 4 
3 65, 2 ± 0, 2 
4 48, 3 ± 0, 1 
  
V raziskavi Yadav in sod. (2018) so za določanje akrilamida uporabili živila različnih vrst in 
proizvajalcev iz lokalnih trgovin. V raziskavo so vključili piškote (A) znamke A1 do A11, torte 
(B) znamke B1 do B9, čipse (C) znamk C1 do C4, kosmiče (D) znamke D1 do D4, oreščke (E) 
znamke E1 do E3, koruzne prigrizki (F) znamke F1 do F4. Štiri mg vzorca so zmleli v terilniku. 
Stehtano količino vzorca v prahu so nato raztopili v 100 mL destilirane vode in pustili pri sobni 
temperaturi 20 min. Nato so suspenzijo mešali 1 uro pri 60 °C in centrifugirali 20 min pri 4500 
rpm in 4 °C. Odvzeli so supernatant in ga prečistili z dodatkom 2,5 mL Carrez I (0,78 M) in 
Carrez II (0,5 M). Nato so testirali zgornjo plast supernatanta. 100 µL so dodali v 25 mL pufra 
pri pH 5,0 in merili električni tok pri 0,26 V s hitrostjo skeniranja 20 mVs-1. Pri takih pogojih 
so dobili standardno krivuljo. Vsebnost akrilamida v vzorcu so ekstrapolirali iz standardne 
krivulje za akrilamid. Koncentracije akrilamida v vzorcih živil so predstavljene v Preglednici 
2.  
 
Preglednica 2: Vsebnost akrilamida v vzorcih živil, merjena z HbND/Au biosenzorjem (Yadav in sod., 2018) 
Številka vzorca Vrsta živila Oznaka vzorca Koncentracija akrilamida 
(mM) 
1 Piškoti  A1-A11 44, 69 ± 35, 68 
2 Torte  B1-B9 20, 11 ± 10, 44 
3 Čipsi C1-C4 59, 8 ± 0, 021 
4 Kosmiči D1-D4 23, 5 ± 10, 82 
5 Oreščki E1-E3 12, 33 ± 7, 1 
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Z imobilizacijo Hb na cMWCNT/CuND/PANI/PG elektrodo (Batra in sod., 2013b) in HbND 
na Au elektrodo (Yadav in sod., 2018) sta bila izdelana biosenzorja za določanje akrilamida v 
živilih. Oba sestavlja trielektrodni sistem, povezan skozi potenciostat. V obeh primerih sta bila 
kot pomožni in referenčni elektrodi uporabljeni enaki elektrodi (Ag/AgCl elektrodi in Pt žici), 
razlikujeta pa se po zgradbi delovne elektrode. Skupna jima je uporaba Hb kot bioreceptorskega 
dela biosenzorja. Princip delovanja takih biosenzorjev temelji na reakciji Hb z akrilamidom, 
kar vodi v nastanek Hb-akrilamid povezave in posledično spremembe elektroaktivnosti Hb. 
Rezultati so pokazali, da lahko zmanjšanje električnega toka uporabimo za zelo selektivno in 
občutljivo določanje akrilamida v živilih. Tako so Batra in sod. (2013b) uspešno določili 
vsebnost akrilamida v štirih različnih vzorcih krompirjevega čipsa, Yadav in sod. (2018) pa v 
šestih različnih živilih različnih proizvajalcev.  
 
Pri analizi je pomembna optimizacija biosenzorja, saj lahko vrednost pH, koncentracija 
akrilamida v vzorcu, temperatura delovanja in čas vplivajo na odziv biosenzorja in posledično 
na nenatančno določitev akrilamida.  
 
Biosenzor Batre in sod. (2013b) je izkazal relativno hiter odziv, široko linearno območje, nizko 
mejo detekcije (0,2 nM) in dobro analitično okrevanje ter stabilnost. Pri raziskavi Yadav in sod. 
(2018) so zaradi uporabe HbND te analitske lastnosti še nekoliko izboljšane, saj so določili 
nižjo mejo detekcije (0,1 nM), linearno delovno območje, boljše analitsko obnavljanje in daljšo 
stabilnost med skladiščenjem elektrode. Poleg izboljšanja analitskih lastnosti biosenzorja je 
uporaba HbND zmanjšala trajanje analize in znižala stroške ter olajšala proces izdelave. HbND 
bi lahko uporabili tudi za izdelavo drugih amperometričnih biosenzorjev.   
 
Zaradi lastnosti biosenzorjev, ki jih izkazujeta tudi biosenzorja Batre in sod. (2013b) in Yadav 
in sod. (2018) lahko v prihodnosti pričakujemo njihovo pogostejšo uporabo. V primerjavi s 
standardnimi metodami bi zmanjšali čas, zahtevnost in stroške analize, hkrati pa natančno 
določili vsebnost akrilamida in tako zaščitili potrošnika pred njegovimi škodljivimi vsebnostmi 
v živilih.  
 
Akrilamid predstavlja enega izmed pogostejših kancerogenov v toplotno obdelanih živilih. 
Nahaja se v živilih, ki se zaradi spremenjenega življenjskega sloga vse pogosteje pojavljajo na 
naših jedilnikih. Po njih pogosto posegamo zaradi boljše arome in bolj privlačne barve. Nosilci 
živilske dejavnosti se zavedajo potencialne kancerogenosti akrilamida in ravnajo v skladu z 
blažilnimi ukrepi za zmanjševanje prisotnosti akrilamida v živilih, ki jih podaja Uredba 
komisije (EU) 2017/2158. Učinkovitost teh ukrepov spremljajo z natančnim vzorčenjem in 
analizo. 
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Biosenzorji predstavljajo novost, ki ponuja nove možnosti za raziskovanje varnosti hrane in 
zdravja ljudi. Z uporabo bioloških materialov, z uporabo različnih imobilizacijskih tehnik in 
mediatorjev ter z uporabo različnih pretvornikov lahko pripravimo biosenzorje, ki so učinkoviti 
pri določanju kancerogenih snovi. Poleg učinkovitosti omogočajo tudi hitrejše, cenejše in 
enostavnejše določanje brez časovno potratne priprave vzorcev in uporabe zapletenih analitskih 
instrumentov.  
 
V diplomskem delu sem spoznala mnogo novega o pomembnosti doslednega izvajanja kontrole 
prisotnosti in vsebnosti akrilamida v živilih s pomočjo analitskih metod. To lahko zagotovimo 
le s stalnim izboljševanjem starih in z razvijanjem novih analitskih metod, ki izkazujejo bolj 
natančno in učinkovitejše določanje. Ob stalnem in točnem določanju vsebnosti lahko 
prepoznamo rizičnost živila in tako določimo nadaljnje ukrepe za zniževanje vsebnosti 
potencialno nevarnih snovi. Pri tem so se biosenzorji izkazali kot ena izmed zelo učinkovitih 
možnosti. 
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